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はじめに
1979年に本研究代表者が冠血管拡張薬であるニコランジルの作用を研究して
いる過程でこの薬物にK+イオ-/透過性を高める作用のあることを発見した.)そこ
で血管の拡張を引き起こす新しい機序として｢K+イオン透過性の克進作用｣とい
う可能性があることを提案してきた｡ K+チャンネル開口薬を用いた血管平滑筋の
研究により以下のことが明かとなった｡ K+チャンネル開口薬は一般にアゴニスト
収縮を比較的よく抑制することが知られている｡ K+チャンネル開口薬によるアゴ
千.スト収縮の抑制作用は､我々の主張のように一般的には､その作用機序である
膜電位を過分極にすることで､電位依存性L一型C a 2'チャンネルの脱活性化で
アゴニストによる細胞内C a 2+濃度の増加作用が抑制されたためと考えられてい
る｡ところが､アゴニスト収縮に関与する種々の作用機序の一つとしてホスホリ
パーゼCの活性化が報告されているが､この反応に関係する細胞内C a 2+貯蔵部
位からのCa　2+遊離がK+チャンネル開口薬により非常に強く抑制されることを
我々は発見した｡さらにアゴニスト収縮の特徴である収縮蛋白質のC a感受性増
加作用も細胞膜を過分庵にさせることにより抑制されるととも明らかにした｡よ
ってGTP結合蛋白質に共役した受容体刺激を介してのアゴニストによる血管収
縮を生ずる機構の全てをK+チャンネル開口薬による過分極作用で抑制する事が
できる｡そこで受容体刺激からGTP結合蛋白質に共役した細胞膜に存在してい
る種々の酵素活性が膜電位によってコントロールされている機構があるに違いな
いと考えた｡
従来､膜電位という電場の影響下にあると考えられる機能蛋白質としてはもっ
ぱら電位依存性チャンネルが考えられていたが､細胞膜に存在しGTP結合蛋白
質に共役する酵素活性が実際に膜電位の変化により調節されているというきわめ
て新しい機構を着想した点､その影響が収縮蛋白質のC a 2+感受性にまで影響す
ることを兄いだした点､そしてその研究方法を開発するという点にこの研究の独
創的な点がある｡従来の生化学的な酵素学では標本をホモジナイズする事からは
じまり､すでに膜電位は失われた状態での研究がほとんどであるために､酵素活
性の膜電位による調節という研究はほとんどなされていないのが現状である｡ K+
チャンネルの分野は他の陽イオンチャンネルのように直接興奮や種々の刺激現象
に共役しないためにどちらかと言うと見逃されてきたきらいがあるが､本研究者
をはじめとして我国の研究者が大きな地歩を築いている分野である｡
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研究発表
1.学会誌等　(*印は巻末に別冊､コピーを添付)
1.　Toshio YAMAGISHI, 1eruyuki YANAGISAWA, Keisuke SATOH 良 No占o
TAIRA:
Relaxant mechamisms of cyclic AMP-increaslng agents in porcine coronary artery.
Europ. ∫. Phamacol. 251 (2/3), 253-262, 1994.
3.辛
4.*
5.*
6.*
Kensuke ORITO, Teruyuki YANAGISAWA & Nori0-TAIRA:
A possibilitythat ATP-sensitive potassium channel in coronary artery has a high-
afGnity intemalbinding site for teb･aalkylammomium･
Japan. ∫. Phamacol. 64 (4), 297-301, 1994.
Teruyuki YANAGISAWA & Yuji OKADA:
KCl depolarization increases Ca2'sensitivityof conbTaCtile elements in coronary
arterialsmooth muscle.
Am･ J･ Physiol･ 267(2) (Heart Circ. PhysioI. 36(2)), H614-H621, 1994.
Masaaki KAGEYAMA, Teruyuki YANAGISAWA & Norio TARA:
Effects of semotiadilfumarate, a novel Ca2+antagomist, on cytosolic Ca2'leveI
and force of contraction in porcine coronaryarteries.
Brit. J. Phamacol. 114(6), 1289-1295, 1995.
Yuji OKADA, Teruyuki YANAGISAWA & Norio TARA:
Membrane potemialregulatesthe Ca2'sensitivily Of conbTaCti1e elements in
coronary arterialsmoothmuscle.
Heart Vessels (Suppl. 9) 150-152, 1995.
Hideo KUROSAWA, Teruyuki YANAGISAWA & Norio TARA:
Biphasic antagomisms of P -blockers against positive inotropic response via P I
adrenoceptors in isolated canineright ventricularmuscles: possible involvement of
two P 1 adrenoceptor subtypes.
J. Cardiovasc. Phamacol. 27(1), 262-268, 1996.
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7. *　　Yuztm OHUCHI, Kazuhiko YANAI, Eiko Sakurai, Hiroyuki FFUKUI,
Teruyuki YANAGISAWA & Takehiko Watanatx:: Histamine-induced calcium
mobilization in single cultured Gens expressing histamine H heceptors: A
relationship between its sensitivityandthe density of H 1 receptors･
Intem. ∫. Mol. Med. 1: 355-360, 1998.
8･*　　Kazuyuki Sugai, Teruyuki YanaglSaWa, Osamu Motohashi･ Michiyasu Suzuki,
Takashi Yoshimoto:Levcromakalim decreases cytoplasmic Ca2', vasculartone and
Ca2'sensitivityin camine basilarartery. Fund･ Clin･ Phamacol･ (in press)
9 ･　Masayuki SHIMrZU & Teruyuki YANAGISAWA:
ca2'influxesandforce in porcine coronary arteial smoothmuscle under the
depledon of intracellular Ca2+ sotres･
Jpn. J. Phamacol. (submitted)
1 0･　KaZuyuki SUGAI, Teruyuki YANAGISAWA･ Osamu MOTOHASHI, Michiyasu
SUZUKI, Takashi YOSHMOTO:
Levcromakalim decreases cytoplasmic Ca2'and vasculartone in camine basilar
artery of SAH model･
Stroke (submitted)
ll.*　TeruyukiYANAGISAWA:
HyperpolariZation-relaxation coupling ln Vascular smoothmuscle: Findings with
K'channel openers.
In -■Molecularand CeuularMechmisms of CardiovascularRegulation-. pp. 1 831
193, 1996, ed. by M. Endoh, H, Scholtz, M･ Morad & T･ Iijima, Springer-Verlag,
Tokyo.
12.　柳滞輝行､大内　力､平　則夫:
Kチャネル開口薬の過分極作用はホルボールエステルの血管収縮作用を
抑制する.
ner. Res. 16, 134711352, 1995.
13. 柳揮輝行:
Kチャネルオープナーの平滑筋弛緩はKチャネル開口によるか一過分檀
弛緩連関.
医学のあゆみ, 169(13), 1253-1255, 1994.
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14. 柳揮輝行:
Caチャネル作動薬開発の新しい動向.特集/ca括抗薬
循環器科, 37(4), 325-333, 1995.
15.　柳津輝行:
Ca括抗薬の種類と特徴.特集｢高血圧とカルシウム括抗薬｣
Climical Calcium　5(7), 840-846, 1995.
16.*　柳揮輝行:
カリウムチャネルと過分極弛緩連関.総説　創薬科学一分子から個体への
薬理学.
日薬理誌, 106(1)ト157-169, 1995.
17.　柳揮輝行:
新作用機序を持つ降庄薬: K+チャネルオープナー.特集｢腎と高血圧一
最近の話題-｣
腎と透析, 39(臨時増刊号, 1 1月),606-611, 1995.
18.*　柳滞輝行:
血管平滑筋のK+チャネル.
血管と内皮, 6(3) 221-231, 1996.
19.*　柳揮輝行:
カリウムチャネルブロッカーとオープナー.
循環制御, 17(2) 180-188, 1996.
20.　柳揮輝行､須貝和幸:
K+チャネルと血管平滑筋.
脳神経外科速報, 6(8) 585-589, 1996.
21.*　柳揮輝行:
Caセンシタイザ-.特集｢心臓の機能とカルシウム｣
ClinicalCalcium　6(9), 1114-1117, 1996.
22.*　柳滞輝行､布木和夫､清水雅行:
カルシウム措抗薬はなぜ効くか?　カルシウム括抗薬の分子･細胞薬理学.
特集｢カルシウム括抗薬の新潮流｣
ClinicalCalcium　7(12), 1593-1600, 1997.
＼
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23.*　柳浮輝行:
血管のKチャネル.その1 KむとKAT,の分子薬理学･
血管と内皮　8(1), 82-86, 1998
24.
26.
27.
28.
柳揮輝行､布木和夫:
血管のKチャネル.その2　K｡&とKvの分子薬理学･
血管と内皮　8(2),1998　(impress)
柳滞輝行､布木和夫､清水雅行:
カルシウム括抗薬の分子薬理学.特集｢高血圧の分子医学｣
現代医療　30(4), , 1998.  (impress)
柳滞輝行:
カルシウム括抗薬の臓器選択性のメカニズム.
カルシウム措抗薬一解明された基礎と臨床への応用一
矢崎義雄,遠藤政夫(編集)　医薬ジャーナル社1995,pp.54-68.
柳浄輝行(編著) :
新薬理学入門
南山堂　1997.ll.28　全372頁
柳滞輝行､布木和夫､清水雅行:
C a括抗薬の分類と作用機序.
目で見る循環器病シリーズ14　薬物療法　斎藤宗靖(編)
メジカルビュ- 1998.  (impress)
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2.口頭発表
1.　　柳津輝行､大内　力､平　則夫:
ホルボールエステルの冠動脈収縮作用とKチャンネル開口薬による抑制
2.
4.
第4回Coroanryclub, -1995.1.21.仙台.
柳滞輝行:
膜電位による膜酵素活性の制御-Kチャンネル開口薬での知見-
第2回文部省経費によるシンポジウム, 1995.2.18.札幌.
主催　菅野盛夫　(北海道大学医学部薬理学第二)
柳滞輝行:
慢性心不全の病態と薬物療法一血管拡張薬を中心に-. [講演]
日本ロシュ(秩) scienti丘cForum, 1995.3.24.東京.
柳揮輝行､岡田雄治､山岸俊夫､平　則夫:
過分極一弛緩連関-Kチャネル開口薬による知見-
シンポジウムー15　K+チャネルオープナーと心臓
第6 8回日本薬理学会年会, 1995.3.25-28.名古屋.
5.　Teruyuki YANAGISAWA, Chikara OUCHI, Yuji OKADA & Norio TARA:
Hyperpolarizadon decreasesand depolarizadonincreasesthe Ca2'sensitivityin
coronaryarterialsmoothmuscle･
日英合同生理学会　岡崎シンポジウム, 1995.3.27-28.岡崎.
柳滞輝行､平　則夫:
protein kinase C活性化の冠動脈収崩作用と膜電位:過分極一弛緩連関の一
面.
第5 9回日本循環器学会学術集会, 1995.4.1-3.東京.
Teruyuki YANAGISAWA:
Hyperpolarization-relaxation coupling in vascular smooth muscle･ (invited speaker)
SendaiIntematiOnal Symposium on Molecular aJld Cellular Mechanisms of
cardiovascularRegulation 1995.5.10-12.仙台.
柳淳輝行､宮崎泰輔､平　則夫:
細胞内C a　2+濃度から見た新規強心薬N-3 6 0 1の冠動脈拡張作用機
序.
＼
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9.
第4 6回日本薬理学会北部会, 1995.8. 26.札幌.
清水雅行､柳滞輝行､山下　洋:
ブタ冠動脈平滑筋における細胞内Calcium store枯渇時のcalciuminfluxの検
討.
第4 6回日本薬理学会北部会, 1995.8. 26.札幌.
10.　柳揮輝行:
カリウムチャネルと過分極弛緩連関. [講演]
中外製薬富士御殿場研究所セミナー, 1995.ll.17.御殿場.
11~.一　清水雅行､柳淳輝行:
ブタ冠動脈平滑筋における細胞内calcium store枯渇時のCalciuminfluxの検
討.
第6回CoronaryClub, 1996. 1. 20.仙台.
12.　柳揮輝行:
カルシウム括抗剤の臓器選択性のメカニズム. [特別講演]
第1 7回カルシウム括抗剤九州研究会, 1996.3.15.福岡.
13.　柳浮輝行,宮崎泰輔,平　則夫
冠動脈における各種ホスホジエステラーゼ阻害薬の拡張作用機序.
第6 9回日本薬理学会年会, 1996.3.20-23.長崎.
14.　清水雅行､景山正明､柳滞輝行:
ブタ冠動脈平滑筋における細胞内カルシウム流入に対するセモチアジル
の抑制作用.
第6 9回日本薬理学会年会, 1996.3.20-23.長崎.
15. 柳揮輝行:
新強心薬の作用機序. [特別講演]
第2回ブンゴイノトロピーアゴラ(世話人:有田　真) , 1996.4.19.大
分.
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24.
25.
26.
28.
29.
柳滞輝行:
特別講演会: K+チャネルから見た循環器系調節機構.
第122回日本循環器学会東北地方会, 1997.6.6.仙台艮陵会館
柳揮輝行:
特別講義:イオンチャネルから見た循環器系薬理学.
金沢医科大学医学部, 1997.6.12.
柳津輝行:
特別講義: K+チャネルオープナーの血管拡張作用機序:過分極弛緩連関.
金沢医科大学医学部, 1997.6.12.
柳淳輝行:
K+チャネルオープナーと過分極弛緩連関.
第39回日本平滑筋学会給会シンポジウムⅥ ｢膜レベルでとらえる弛緩｣
1997.7.24-25.大阪
柳揮輝行､清水雅行:
マンガンクエンチングによるブタ冠動脈平滑筋における2価陽イオン流
入の検討.
第4 8回日本薬理学会北部会, 1997.10.18.盛岡.
佐藤岳哉､助川浮､布木和夫､柳揮輝行:
ヒトβ 3アドレナリン受容体遺伝子発現細胞の作成.
第4 8回日本薬理学会北部会, 1997.10.18.盛岡.
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1 6.　Teruyuki YANAGISAWA:
Molecular and cellularmechanisms of hyperpolarizadon-relaxadon coupling m
coronary artery ･
the Gordon Research Conferences on HCardiac Regulatory Mechanisms'', Marlene
Hosey, chair; Edard Marb甲･ Vice chair al Solby-Cowyer College, New London,
)
New Hampshire, 1996･ 7･7-12･
17.　清水雅行､柳滞輝行:
ブタ冠動脈平滑筋における細胞内Calcium store枯渇時のCalcium influxの検
討.
第1 2回高血圧とカルシウムカンフアランス,1996t8.3-4･箱根･
18.　柳滞輝行､須貝和幸､本橋　蔵､吉本高志: (シンポジスト)
細胞内ca2･濃度から見た脳血管におけるK+チャネルと過分極弛緩連関･
第6回脳血管シンポジウム, 1996.9.7.大阪.
19.　清水雅行､柳滞輝行:
ブタ冠動脈平滑筋における細胞内Calcium store枯渇時のCalcium influxの検
討.
第4 7回日本薬理学会北部会, 1996.10.12.山形.
20.　柳揮輝行､須貝和幸､本橋　蔵､吉本高志:
イヌ脳底動脈に対するlevcromakalimの作用とその機序.
第4 7回日本薬理学会北部会, 1996.10.12.山形.
21.　橋本書弘､清水雅行､柳滞輝行:
ブタ冠動脈平滑筋におけるベンゾチアゼピンタイプカルシウム括抗薬の
張力および細胞内カルシウムに対する作用.
第7 0回日本薬理学会年会, 1997.3.22-25.幕張メッセ･
22.　柳滞輝行:
特別講演会:薬理学から見た心不全の治療.
ティジン東京研究センター, 1997.5.9.
23. 柳滞輝行:
特別講演会:細胞内ca2･濃度から見た血管平滑筋張力:過分極弛緩連関･
第50回東北大学医学部癌集団会, 1997.5.22.東北大学医学部臨床大会議室･
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研究成果
血管平滑筋に存在しているK+チャネルには､ ①3種類の細胞内C㌔+活性化K十
チャネル(BK｡&,IK｡&;まとめてK｡&)とsK｡& ､ ②電位依存性K+チャネル(Kv) ､
③静止膜電位を決定しているbackground K+チャネル､この一部には､特に軍畑動
脈において内向き整流K+チャネル(Kむ) ､ ④ATP感受性K+チャネル(KATP) ､
⑤細胞外ca千･活性化K+チャネルなどが知られている｡多種多彩なK+チャネルは
個々の細胞･組織の特徴付けをしていて生体の機能調節において必須の役割を演
じている｡
血管平滑筋におけるアゴニストの収縮機序に関して､現在少なくとも以下の三
?_の機構が知られているo細胞外からのCa2'流入､ホスホリパーゼC(PLC)活性化
によるIP,の生成とIP,受容体を通じての細胞内ストアからのCa2'遊離､そして収
縮蛋白系のCa感受性増加(casensitization)である.細胞外からのCh2'流入をもた
らす機構は電位依存性L型C㌔+チャネルが静止膜電位付近でも開くことによると
考えられる｡
冠動脈においてK･チャネルオープナー(開口薬; KCO)の過分極作用は､高KCl
収縮における弛緩作用と同様に､アゴニストで高まったCa2+チャネルの開口確率
を電位依存性に低下させる(脱活性化) ｡そればかりでなくKCOはアゴニスト受
容体を介するIP,tこよるCa2･遊離とIP,の生成を抑制した.アゴニストの収縮タン
パクCa感受性増強作用もKCOの過分極作用で抑制され､逆に脱分極の程度が強
ければ強いほど､収縮タンパクCh感受性増強作用が高い.アゴニストが存在しな
くとも､ KCOの一種であるLevcromakalimによる過分極の程度とK Cl濃度減少に
ょる再分極の程度､そして弛緩時の細胞内払2'濃度(【ca2']i)対張力関係は良く一
致していた｡KCOを始めとしてK+チャネルを開いて作用を生じるものの効果は､
現在のところすべて過分極作用により生じているので､総称して｢過分極弛緩連
関｣という用語を提唱したい｡ KCOあるいは過分極作用を有する内因性物質は､
血管や種々の組織において､ 【Ca2']i減少のみならず､酵素活性に影響して過剰な
lca2･]iや虚血等の組織障害に対し､明らかに払括抗薬とは異なった機構で安定化
し保護する作用を持つ｡
以上のように､冠動脈をはじめとした血管系において細胞膜過分極は特徴のあ
る効果をもたらすので､我々はくも膜下出血後の脳血管壁鯖に対する臨床応用を
目的に､Levcromakalimのイヌ脳底動脈に対する作用を検討した.
正常犬及びdouble-hemorrhage model犬( by 7 )の脳底動脈リング標本に蛍光
ca指示薬であるFura-2を細胞内に取り込ませた後､蛍光顕微鏡上に装着し､下記
の諸条件下で【Ca2･]i　と張力変化とを同時測定したo double-hemorrhage model犬
に関しては血管撮影を施行し､脳血管壁縮の発生を確認してた.Levcromakalim( 3
×10-8 -1 ×10-5M)を5分間前もって投与し､ 3×10-7MSerotonin　を10分間作
用させた.K･チャネルブロッカー(速断薬;KCB)であるTetraethylaJnmOnium (TEA)､
＼
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Itx:riotoxin (IBTX)､ Glibenclamideの存在下に同様の実験系を施行する. Serotomin収
縮に対するLevcromakalim(3× 1016　M)の抑制効果を細胞外液中のCa2'濃度を変
化(o二lo mM)させ､ 【Ca2･]i変化に伴う張力発生に対してのLevcromakalimの影
響の観察した｡
unsztim%uT;ddso::lei蒜i芸hTBea2;-iOd;l芸荒'1aTTLe器OtT芸Ll#X I:Oi諾aEfa'2 ifi
低下と弛彼が顕著であった.両群でLevcromakalimはSerotominの【Ca2']i増加反
応及び収縮反応を用量依存的に抑制した.正常群で　Serotonin　に対する
Levcromak曲mの抑制効果は　TtiA､ IBTX存在下では認められたものの､
Glibenclamide存在下では完全消失した｡又､ m､ IBTXにより　KCaが抑制され
ると､ serotoninの収縮作用は若干増強した. lca2']i対収縮張力関係の曲線は
LeLtcromakalim存在下では有意に下方に移動した.
脳底動脈血管平滑筋細胞にもKAT,が存在し､Levcromakalimはこのチャネルを介
して作用する.正常群､ double-hemorrhagemodel群共にKAT,を開くと､ K｡&の関与
の有無に関わらず､ semto血収縮は抑制される｡この効果は【Ca2+】i増加作用の抑
制に加え､ 【Cか】i　に対する収縮蛋白系の感受性低下によるものと考えられた｡以
上より､イヌ脳底動脈においても｢過分極弛緩連関｣は存在し､Levcromakalimは
くも膜下出血後の血管撃縮治療薬としての期待が持たれる｡
さらに､ K'channelopenerのLevcFOmakalimによる過分極が､このCa2'流入に対
してどのように影響するかを調べるため､以下の実験を行った｡ブタ摘出心より
内膜を除去した冠動脈血管リング標本を作成しfura-2を負荷した後､ 【ca2']iと張力
を同時測定した. Histanhe (30 p叫投与に対するLevcromakalim(3 pM)の効果を､
未処置の標本と､細胞内ca2'ストアをryanodine(30 mM)とcaffeine (25 mM)を用い
て枯渇させ､さらにLtypeCa2'channelをmicapdipine (0.1 ∝M)で抑制した条件下と
で検討した｡
LevcromakalimはhistaJnine投与による2相性の【Ca2']iおよび張力の増加を､と
もにまた両相とも抑制した｡また､このLevcromakalimの効果は20 mM KCl溶液
内､あるいはglitxmclamide(3 pM)で消失した.一方､ ca2'permeablech-Ielからの
ca2'流入は､Levcromakalim非投与群に比較してむしろ増加した.従って､
Levcromakalimはブタ冠動脈平滑筋において､過分極によるLtype Ca2'channelの脱
活性化作用やCa遊離抑制作用によってhistamineによる発生張力を減少させるが､
ca2'permeablechannelを介するCa2+流入は､過分極によって増加することが示され
た｡
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